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Die	 prognostische	 Aussagekraft	 eines	 teilweisen	 oder	 kompletten	 Zugewinns	 von	
Chromosom	 17q,	 der	 bei	 63‐83%	 aller	 Neuroblastome	 auftritt,	 ist	 umstritten23.	
Innerhalb	 dieser	 Region	 liegt	 das	 Gen	 BIRC5	 (Baculoviral	 IAP	 repeat‐containing	 5),	
welches	 für	 das	 Protein	 Survivin	 kodiert23,24.	 Im	 Vergleich	 zu	 Normalgewebe,	
Malignomen	bei	Erwachsenen	und	nicht‐malignen	fetalen	Neuroblasten	der	Nebenniere	
ist	 die	 Expression	 von	 Survivin	 im	 Neuroblastom	 erhöht.	 Die	 Überexpression	 von	
Survivin	 im	 Tumor	 korreliert	 außerdem	 mit	 einer	 ungünstigen	 Prognose	 der	
Patienten25,26.	Survivin	interagiert	mit	Aurora	B	Kinase	(AURKB),	INCENP	und	Borealin,	
die	 zusammen	 den	 chromosomalen	Passenger	 Komplex	 (CPC)	 bilden.	 Dieser	 Komplex	
reguliert	Schlüsselereignisse	während	der	Mitose	wie	die	Korrektur	von	Fehlern	bei	der	
Anheftung	der	Chromosomen	an	die	Mikrotubuli,	die	Aktivierung	von	Kontrollpunkten	
beim	 Aufbau	 des	 Spindelapparates	 und	 die	 Konstruktion	 und	 Regulation	 des	
kontraktilen	Apparates,	der	die	Zytokinese	antreibt27.	Außerdem	stabilisiert	Survivin	die	
Mikrotubuli	durch	direkte	Bindung	an	diese28.		
Die	 Lysin‐spezifische	Demethylase	 1	 (KDM1A),	 die	 die	 Entfernung	 der	 einfachen	 oder	
doppelten	Methylierung	sowohl	von	Lysin	4	als	auch	von	Lysin	9	an	Histon	3	katalysiert,	
spielt	eine	Schlüsselrolle	in	der	Regulation	von	Genen	während	der	Entwicklung29.	Eine	
Überexpression	 von	 KDM1A,	 die	 mit	 erhöhter	 Zellproliferation	 einhergeht,	 wird	 in	
verschiedenen	 Tumorentitäten	 postuliert30‐34.	 In	 primären	 Neuroblastomen	 ist	 die	
Expression	 von	 KDM1A	 invers	 mit	 Differenzierung	 und	 günstigem	 Krankheitsverlauf	





















































































































































































































































Berry	 et	 al.	 generierten	 das	 TH‐ALKF1174L	 Mausmodell,	 indem	 sie	 humanes	 ALKF1174L	
hinter	 den	 TH	 Promotor	 aus	 der	 Ratte	 klonierten	 und	 dieses	 Konstrukt	 in	 murine	
Blastozysten	 injizierten.	Keine	der	 transgenen	Tiere	entwickelt	einen	Tumor,	während	
die	Verkreuzung	mit	 der	TH‐MYCN	Maus	 jedoch	 zu	 einer	 signifikanten	 Steigerung	 der	
Tumorpenetranz	 dieses	 Modells	 führt,	 vergleichbar	 mit	 der	 homozygoter	 TH‐MYCN	
Tiere39.	
1.3.2 Konditionale	Modelle	
Das	 Cre‐lox‐Rekombinationssystem	 ermöglicht	 eine	 genetische	 Modifikation	
spezifischer	 Zell‐	 und	 Gewebearten.	 Die	 Cre‐Rekombinase	 wird	 dabei	 hinter	 einen	
spezifischen	Promotor	kloniert	und	nur	in	den	Zellen	exprimiert,	in	denen	der	Promotor	
aktiv	 ist.	 Ein	 Gen,	 das	 von	 loxP	 Sequenzen	 flankiert	 ist,	 wird	 in	 Cre‐exprimierenden	
Zellen	 aufgrund	 der	 Rekombinase‐Aktivität	 ausgeschnitten.	 In	 konditionalen	
Mausmodellen	 wird	 diese	 Technik	 zum	 einen	 zum	 Stilllegen	 von	 Genen	 und	 zum	





dem	 ebenfalls	 nicht	 alle	 Zellen	 des	 Gewebes,	 aus	 dem	 dieser	 entsteht,	 die	 Mutation	
aufweisen.	 Die	 Aktivität	 des	 Promotors,	 der	 die	 Expression	 der	 Cre‐Rekombinase	
antreibt,	 ist	 häufig	 nicht	 nur	 auf	 die	 Ziel‐Zelltypen	 beschränkt,	 was	 eine	 genaue	
Untersuchung	des	Expressionsmusters	des	zu	verwendenden	Cre‐Modells	unabdingbar	
macht.	
Etablierte	 konditionale	 Neuroblastommodelle	 nutzen	 das	 Dbh‐iCre	 Mausmodell	 zur	
spezifischen	Expression	des	jeweiligen	Onkogens.	Die	Cre‐Rekombinase	steht	hier	unter	
Kontrolle	 des	 murinen	 Dopamin	 beta‐Hydroxylase	 (Dbh)	 Promotors.	 Stanke	 et	 al.	
zeigten	 anhand	 der	 Verkreuzung	 mit	 einer	 ROSA26	 Reportermaus,	 dass	 die	 Cre‐































































































































































































































































































































































































































































































































































































Das	 bekannteste	 Beispiel	 für	 die	 Beteiligung	 von	 miRNAs	 an	 der	 Pathogenese	 des	
Neuroblastoms	 ist	 das	 miR‐17‐92‐Cluster,	 das	 sechs	 miRNAs	 umfasst	
(miR‐17,	‐18a,	‐19a,	‐19b	‐20a	und	‐92),	die	in	Neuroblastomzelllinien	mit	hoher	MYCN	
Expression	 stärker	 exprimiert	 werden	 als	 in	 Zelllinien	 mit	 niedrigem	 MYCN	 Level.	
Mittels	 Luziferase	 Reporter	 Analyse	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 MYCN	 in	
verschiedenen	 Genregionen	 des	 miR‐17‐92‐Clusters	 direkt	 bindet	 und	 die	 miRNAs	





Die	 erste	 miRNA,	 deren	 tumorsuppressive	 Funktion	 im	 Neuroblastom	 beschrieben	
wurde,	 ist	 miR‐34a,	 die	 auf	 der	 chromosomalen	 Region	 1p36.23	 lokalisiert	 ist.	
Besonders	 in	humanen	Neuroblastomen,	die	 eine	MYCN	Amplifikation	aufweisen,	 liegt	
diese	 Region	 häufig	 homozygot	 deletiert	 vor.	 Tumore	 mit	 1p	 Deletion	 weisen	 eine	
niedrige	 Expression	 von	 miR‐34a	 auf	 und	 die	 exogene	 Expression	 der	 miRNA	 in	
Neuroblastomzelllinien	 führt	 zu	 einer	 Reduktion	 der	 Proliferation	 und	 induziert	
Apoptose62,63.	 Interessanterweise	 weist	 die	 3’UTR	 von	 MYCN	 zwei	 funktionelle	
Bindestellen	der	miR‐34a	auf	und	die	Bindung	der	miRNA	an	diese	Bindestellen	führt	zu	
einer	Herunterregulation	von	MYCN	auf	Proteinebene64.	Es	wird	vermutet,	dass	genau	
diese	 Regulation	 den	 Phänotyp	 der	 miR‐34a	 Überexpression	 erklärt65.	 Chen	 et	 al.	
beschreiben	einen	weiteren	Signalweg	in	dieser	Achse.	Sie	konnten	zeigen,	dass	MYCN	in	
Neuroblastomzelllinien	 direkt	 die	 Expression	 von	 Survivin	 durch	 Bindung	 an	 den	
Survivin	Promoter		reguliert66.	
Schulte	 et	 al.	 analysierten	 die	 Expression	 von	 430	 miRNAs	 in	 69	 Tumoren	 von	
Neuroblastompatienten	mittels	multiplex	Hochdurchsatz‐qPCR67.	Anhand	einer	Kaplan‐
Meier	 Analyse	 können	 diese	 Neuroblastompatienten	 anhand	 der	 miRNA	
Expressionsprofile	 in	Langzeit	 und‐	Kurzzeit‐Überlebende	 separiert	werden.	Auf	Basis	
der	 20	 miRNAs	 mit	 der	 höchsten	 positiven	 und	 der	 20	 miRNAs	 mit	 der	 höchsten	
negativen	 Beteiligung,	 die	 zu	 einer	 effizienten	 Separation	 der	 Patienten	 führt,	 wurde	





















































































Bray	 et	al.	 beschreiben	 ebenfalls	 eine	 Korrelation	 zwischen	 fehlender	 Expression	 von	
miR‐542‐5p	 und	 sowohl	 schlechterem	 Ereignis‐freiem	 als	 auch	 schlechterem	Gesamt‐
überleben	 in	 144	 Neuroblastompatienten68.	 Nach	 exogener	 Expression	 dieser	 miRNA	
kann	zwar	kein	Unterschied	in	der	Proliferationsrate	der	Neuroblastomzelllinien	Kelly,	
SK‐N‐AS	 und	 NB1691	 detektiert	 werden,	 aber	 sowohl	 Kelly	 als	 auch	 SK‐N‐AS	 Zellen	
reagieren	 mit	 signifikant	 verringerter	 Invasivität	 durch	 eine	 Matrigel‐Matrix.	 Die	
Expression	 von	 miR‐542‐3p	 induziert	 eine	 Reduktion	 der	 Proliferationsrate	 der	






nen	 Tumorentitäten,	 wie	 dem	 Glioblastom70,	 dem	 Kolorektalkarzinom71,	 dem	 Mund‐
höhlenkarzinom	und	dem	Plattenepithelkarzinom	des	Kopfes	und	Nackens	herunterre‐














werden,	 ob	 sich	 das	Modell	 als	murines	Neuroblastommodell	 eignet.	Weiterhin	 sollen	













Anhand	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mausmodells	 sollen	 potentiell	 tumorsuppressive	
miRNAs	 detektiert	 werden,	 die	 sowohl	 bei	 der	 Genese	 als	 auch	 für	 die	 Therapie	 des	
Neuroblastoms	 eine	 Rolle	 spielen	 könnten.	 Nach	 erfolgreicher	 Identifikation	 soll	 die	
funktionelle	 Bedeutung	 ausgewählter	miRNAs	 in	 vitro	 in	 etablierten	 humanen	Neuro‐
blastomzelllinien	analysiert	werden.	Dazu	sollen	die	miRNAs	ektopisch	exprimiert	und	








































































































































































































































































































































































































































































Tetraploide	 Maus‐Blastozysten	 wurden	 aus	 superovulierten	 Balb/c	 Weibchen	 (Tag	 3	
post	 coitum)	 isoliert.	 In	 60	 Blastozysten	 wurden	 je	 7‐10	 rekombinante	 ES‐Zellen	
(C57Bl/6N)	injiziert.	Je	20	Blastozysten	wurden	dann	drei	scheinträchtigen	Weibchen	in	
den	 Uterus	 implantiert,	 woraufhin	 10	 chimäre	 Nachkommen	 geboren	 wurden.	 Die	
chimären	Nachkommen,	die	sich	sowohl	aus	den	transgenen	ES‐Zellen	als	auch	aus	den	
Zellen	 der	 Blastozyste	 entwickelten,	 wurden	 weitergezüchtet	 und	 keimbahnmutierte	
männliche	Tiere	(schwarze/weiße	Fellfarbe)	durch	Verpaarung	mit	C57Bl/6N	Weibchen	
vermehrt.	 Der	 Nachweis	 der	 Keimbahntransmission	 erfolgte	 anhand	 der	 schwarzen	













bis	 8	 nach	 der	 Geburt	 eine	 Schwanzbiopsie	 entnommen.	 Die	 Vervielfältigung	 des	
LSL‐MYCN‐Amplikons	 aus	 genomischer	 Schwanz‐DNA	 erfolgte	 anhand	 einer	 PCR	 mit	
LSL‐MYCN‐Primern	(Abb.	4:	A1/A2	und	Tab.	3)	und	die	Detektion	mit	Hilfe	der	Agarose‐





Institut	 für	 Hirnforschung,	 Frankfurt)	 zur	 Verfügung	 gestellt.	 Heterozygote	 Dbh‐iCre	
Tiere	 wurden	 mit	 heterozygoten	 LSL‐MYCN	 Tiere	 verpaart.	 Doppelt‐transgene	 Nach‐
kommen	 wurden	 mittels	 LSL‐MYCN‐	 und	 Dbh‐iCre‐Genotypisierungs‐PCRs	 (s.	3.1.1.4)	
identifiziert	und	als	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	bezeichnet.	
Durch	wöchentliches	Abtasten	 des	 Abdomens	 und	 des	Halsbereiches	wurden	Tumore	
detektiert.	 Sowohl	 mittels	 Lumineszenz‐Bildgebung	 (s.	3.1.2.1)	 als	 auch	 Ultraschall‐
Bildgebung	 (s.	3.1.2.2)	 wurden	 ertastete	 Tumore	 validiert.	 Alle	 tumor‐tragenden	




üblichen	 Kamera	 (Panasonic	 Lumix	 DMC‐FZ248)	 wurden	 makroskopische	 Fotos	 der	
Tumore	erzeugt.	Herz,	Hirn,	Milz,	Muskulatur	aus	dem	Femur,	Nebennieren	(wenn	nicht	
mit	Tumor	verwachsen),	Nieren,	Schwanz	und	Teile	der	Leber	sowie	der	Tumore	wur‐















sen,	 die	 einen	 tastbaren	 Tumor	 trugen,	 in	 die	 Schwanzvene	 D‐Luciferin	 in	 PBS	
(PerkinElmer,	 Rodgau)	 injiziert	 (50	mg/kg	 Körpergewicht).	 In	 Gegenwart	 von	 Luzi‐
ferase	 wird	 Luciferin	 oxidiert	 und	 bei	 der	 daraus	 resultierenden	 Abspaltung	 von	
Teilgruppen	wird	Energie	in	Form	von	Licht	abgegeben.	Tiere	wurden	mit	3%	Isofluran	
(Forene®;	 Abbott,	Wiesbaden)	 in	 Sauerstoff	 narkotisiert	 und	 in	 die	 Kammer	 des	 IVIS	
Lumina	 II	 (PerkinElmer),	 in	 der	 eine	 kontinuierliche	 Behandlung	mit	 2%	 Isofluran	 in	





als	 Ultraschall	 bezeichnet.	 In	 der	 Humanmedizin	 dient	 die	 Ultraschall‐Untersuchung	
(Sonografie)	zur	Bildgebung	bei	verschiedenen	Erkrankungen.	Man	macht	sich	zu	Nutze,	
dass	 die	Ultraschallwellen,	 die	 von	 einem	Schallkopf	 ausgesendet	werden,	 je	 nach	Ge‐
webeart	 entweder	 absorbiert	 oder	 reflektiert	 werden.	 Der	 Schallkopf	 empfängt	 die	
reflektierten	Wellen	wieder	und	die	Reflektion	wird	auf	dem	Bildschirm	als	Graustufen	
dargestellt.	 Wässrige	 Strukturen	 werden	 schwarz	 dargestellt,	 während	 Luft,	 die	 kein	
Ultraschall	leitet,	weiß	erscheint.		
Im	Rahmen	dieser	Arbeit	wurde	das	Ultraschall‐Bildgebungssystem	Vevo®	2100	(Visual	
Sonics,	 Amsterdam,	 Niederlande)	 verwendet,	 um	 Gewebe	 und	 Tumore	 der	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Maus	 zu	 untersuchen.	 Enthaarte	 Tiere	 wurden	 mit	 3%	 Isofluran	
(Forene®)	 in	 Sauerstoff	 narkotisiert	 und	 auf	 dem	 beheizbaren	 Untersuchungstisch	 so	
fixiert,	 dass	 eine	Ableitung	 der	Herz‐	 und	Atemfrequenz	 ermöglicht	wurde.	 Die	Ultra‐
schall‐Untersuchung	wurde	unter	kontinuierlicher	Narkose	mit	2%	Isofluran	 in	Sauer‐
stoff	 mittels	 eines	 MicroScan‐Schallkopfs	 (MS550D	‐	Visual	 Sonics)	 durchgeführt.	 An‐



















































































































































































































































	 	 	 MgCl2	(25	mM)	 	 	 1,2	µl	
	 	 	 dNTP‐Mix	(Bio‐Budget,	Krefeld)	 0,6	µl		
	 	 	 Primer	forward								 	 	 1	µl	
	 	 	 Primer	reverse						 	 	 1	µl	
	 	 	 GoTaq®	Polymerase	(5	U/µl)	 0,1	µl	
	 	 	 template	DNA	 	 	 1	µl	
	 	 	 DNase‐freies	H2O	 	 	 11,1	µl	
	
Die	Amplifikation	der	templates	erfolgte	im	C1000™	Thermal	Cycler	(Bio‐Rad,	München),	
wobei	 die	 Annealingtemperatur	 vom	 GC‐Gehalt	 der	 verwendeten	 Primer	 und	 die	
Elongationszeit	 von	 der	 Länge	 des	 zu	 synthetisierenden	 DNA‐templates	 (60	Sek.	 pro	
1	kb)	abhängig	war.	Die	verwendeten	Primer,	sowie	die	spezifischen	Annealingtempera‐
turen	 und	 Elongationszeiten	 wurden	 in	 einer	 Tabelle	 zusammengefasst	 (Tab.	3).	 Fol‐
gendes	allgemeines	Programm	wurde	benutzt:	
	 	 	 	
180	Sek.	 	 94°C	
	 	 	 30	Sek.		 	 94°C	
	 	 	 30	Sek.	 	 55‐65°C		 	39x	
	 	 	 30‐180	Sek.		 	 72°C	






























rev:		catgtctttaatctacctcgatgg	 299	bp	 62°C	 45	Sek.	
	








Im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 wurden	 1‐2%‐ige	 Agarosegele	 benutzt,	 die	 in	 Tris‐Acetat‐
EDTA‐Puffer	 (40	mM	 Tris,	 20	mM	 Essigsäure,	 1	mM	 EDTA,	 pH	8,0)	 angesetzt	 wurden.	
Die	 Zugabe	 von	 Ethidiumbromid	 (Endkonzentration	 1,25	µM),	 ein	 Farbstoff,	 dessen	
Absorptionsspektrum	 sich	 bei	 Interkalation	 mit	 Nukleinsäuren	 verändert,	 diente	 zur	
Visualisierung	der	DNA‐Fragmente	unter	UV‐Licht.	Zur	Bestimmung	der	Fragmentgrö‐
ßen	 wurde	 parallel	 zu	 den	 zu	 analysierenden	 Proben	 ein	 DNA‐Standard	
(LifeTechnologies,	 Darmstadt)	 aufgetragen.	 Die	 Elektrophorese	 erfolgte	 in	 Tris‐Acetat‐









Humane	 KDM1A	 cDNA	 ohne	 3’UTR	 wurde	 im	 Vektor	 pDONR™	 erworben	 (E1871‐
BC048134.1;	 THP	 Medical	 Products,	 Wien,	 Österreich).	 Humane	 Survivin	 cDNA	 ohne	
3’UTR	 im	 Gateway®	 pENTR™	 Vektor	 (LifeTechnologies)	 wurde	 freundlicherweise	 von	




leranweisungen	 in	 den	 Zielvektor	 Gateway®	 pT‐Rex™‐DEST30	 (LifeTechnologies)	 klo‐
niert.	Ein	Konstrukt	mit	GFP	als	GOI	war	schon	in	unserer	Arbeitsgruppe	vorhanden.	Die	






mit	 Hilfe	 des	 Plasmid	Maxi	 Kits	 (Qiagen,	 Hilden)	 nach	 Herstellerangaben	 isoliert.	 Um	
sicherzustellen,	 dass	 das	 GOI	 fehlerfrei	 im	 Zielvektor	 vorlag,	 wurden	 bei	 der	 Firma	
Seqlab	 (Göttingen)	Sequenzierungen	in	Auftrag	gegeben,	wobei	die	Sequenzierungspri‐
mer	 benutzt	 wurden,	 die	 vom	 Hersteller	 für	 Gateway®	 pT‐Rex™‐DEST30	 empfohlen	
wurden.	 Auf	 der	 Homepage	 des	 National	 Center	 for	 Biotechnology	 (NCBI,	




Drop	2000c	 (Thermo	Scientific).	Dabei	wurde	die	optische	Dichte	 (OD)	bei	 einer	Wel‐
lenlänge	 von	 260	nm,	 dem	 Absorptionsmaximum	 von	 Nukleinsäuren,	 gemessen.	 Eine	
OD260	von	1	entspricht	50	µg/ml	doppelsträngiger	DNA	und	40	µg/ml	RNA.	Eventuelle	
Verunreinigungen	durch	Proteine	wurden	bei	280	nm	detektiert.	Der	Quotient	aus	der	







Genomische	 DNA	 aus	 Geweben	 von	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mäusen	 wurde	 mittels	 des	
peqGOLD	 Tissue	 DNA	Mini	 Kits	 (peqlab,	 Erlangen)	 nach	 Anweisungen	 des	 Herstellers	
isoliert	und	in	70	µl	DNase‐freiem	Wasser	aufgenommen.	
3.2.6 mRNA‐	und	miRNA‐Isolierung	
Die	 Extraktion	 von	mRNA	 aus	 pelletierten	 humanen	 Zelllinien	 und	murinen	Geweben	
erfolgte	anhand	des	RNeasy®	Micro	oder	Midi	Kits	(Qiagen).	MiRNAs	wurden	aus	Gewe‐
ben	 mittels	 des	miRNeasy	Mini	 Kits	 (Qiagen)	 extrahiert.	 Sämtliche	 Kits	 wurden	 nach	
Herstelleranweisungen	inklusive	des	optionalen	DNase‐Verdaus	mittels	des	RNase‐free	












mittels	 reverser	 Transkription	 generierte	 cDNA	 wird	 während	 der	 Amplifikation	 mit	
einem	Fluoreszenzfarbstoff	versetzt,	der	in	die	DNA	interkaliert.	Die	messbare	Fluores‐
zenz	 der	 Probe	 nimmt	 proportional	 zur	 vorhandenen	 DNA‐Menge	 zu.	 Der	 Schwellen‐
wert‐Zyklus	(Ct‐Wert)	beschreibt	den	PCR‐Zyklus,	an	dem	die	Fluoreszenz	erstmalig	die	
Hintergrund‐Fluoreszenz	übersteigt.		







hand	 des	miScript	 SYBR	Green	 PCR	 Kits	 (Qiagen).	Mittels	 des	 StepOnePlus™	Real‐Time	
















Bezeichnung		 Sequenz	(5‘‐3‘) oder	Bestellnummer	 qPCR	Kit		
Mm_Dbh		 fwd:	tcatgcacatacaacacaga	rev:		tgcacatagttgacacacat	 Fast SYBR
® Green Master Mix	
Hs_GAPDH		 fwd:	catcaagaaggtggtgaagc	rev:		gagcttgacaaagtggtcgt	 Fast SYBR
® Green Master Mix	
Mm_GAPDH		 QT01658692	(Qiagen)		 Fast SYBR® Green Master Mix	
Hs_KDM1A		 QT00099442	(Qiagen)		 Fast SYBR® Green Master Mix	
Mm_Phox2b		 fwd:	ggcagaggaattgaggtaag	rev:		cgtctccacatccatcttt			 Fast SYBR
® Green Master Mix	
Hs_miR‐542‐3p		 MS00010073	(Qiagen)		 miScript SYBR Green PCR Kit	
Hs_MYCN		 QT00201404	(Qiagen)			 Fast SYBR® Green Master Mix	
Hs_NEFL		 QT00096369	(Quagen)	 Fast SYBR® Green Master Mix	
Hs_RNU6B		 MS00007497	(Qiagen)		 miScript SYBR Green PCR Kit	
Hs_Survivin		 Hs03063352	(Life	Technologies)		 TaqMan® Fast Advanced Master Mix	
Hs_TFPI2		 fwd:	gtcgattctgctgcttttcc	rev:		ggagacagatctccgcgtta	 Fast SYBR
® Green Master Mix	
Mm_Th	 fwd:	aggtggtgacacttatccaa		rev:		agtgccagagaggacaag			 Fast SYBR
® Green Master Mix	
Fast SYBR® Green 
Master Mix 
TaqMan® Fast Advanced 
Master Mix 
miScript SYBR Green 
PCR Kit 
95°C		 20	Sek.	 95°C	 20	Sek.	 95°C		 20	Sek.	
95°C	 3	Sek.	 95°C	 1	Sek.	 95°C	 3	Sek.	







lisierung	 des	 Ct‐Wertes	 der	 zu	 analysierenden	miRNAs.	 Anhand	 der	 ∆∆‐Ct	Methode75	
wurde	die	mRNA	bzw.	miRNA	Expression	relativ	zur	jeweiligen	Kontrolle	kalkuliert.		
3.2.9 Array‐basierte	komparative	genomische	Hybridisierung	
Die	 Technik	 der	 Array‐basierten	 komparativen	 genomischen	 Hybridisierung	 (aCGH)	
findet	 in	der	medizinischen	Forschung	Anwendung,	um	Verluste	und	Zugewinne	geno‐
mischer	DNA	in	einem	Gewebe	relativ	zur	Kontrolle	zu	detektieren.	Dabei	wird	die	DNA	
der	 Referenzprobe	 und	 der	 zu	 analysierenden	 Probe	mit	 verschiedenen	 Fluoreszenz‐
farbstoffen	 gelabelt	 und	 gegen	 ein	Raster	 von	DNA‐Fragmenten	 hybridisiert.	 Das	 Ver‐
hältnis	der	Fluoreszenzsignale	gibt	Aufschluss	auf	chromosomale	Aberrationen.	
Für	die	Detektion	chromosomaler	Aberrationen,	die	in	Tumoren	des	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	
Modells	 auftraten,	wurden	 jeweils	13	Proben	und	die	entsprechenden	Kontrollen	 (Ge‐
webe	aus	dem	Schwanz	der	gleichen	Maus)	analysiert.	Genomische	DNA	wurde	mit	Hilfe	
des	QIAamp	DNA	Mini	Kits	(Qiagen)	nach	Herstellerangaben	isoliert.	Die	Proben	wurden	
auf	 einem	 180K	 Array	 (AMADID	 027411	‐	Agilent	 Technologies,	 Böblingen),	 der	 das	
komplette	Mausgenom	 enthielt,	 analysiert.	 Je	 400	ng	 DNA	 aus	 Tumorgeweben	 wurde	
mittels	Random	priming	 (Life	Technologies)	Cy3	(Perkin	Elmer,	Rodgau)	gelabelt,	wäh‐
rend	 die	 gleiche	 Menge	 DNA	 aus	 Schwanzgewebe	 mit	 Cy5	 (Perkin	 Elmer)	 markiert	
wurde.	Die	Hybridisierung	und	Waschung	der	Proben	erfolgte	nach	Herstellerangaben	
des	Arrays.	Die	Messung	der	Fluoreszenz‐Intensitäten	wurde	anhand	des	Agilent	Scan‐
ners	 G2505C	 (Agilent	 Technologies)	 durchgeführt.	 Das	 Software	 Programm	 Feature	
Extraction	v10.1.1.1	(Agilent	Technologies)	fand	bei	der	Extrahierung	der	Daten	Anwen‐
dung.	 Diese	 wurden	 mit	 Hilfe	 von	 aCGHbase	 (http://medgen.ugent.be/arraycghbase)	
weiter	 bearbeitet.	 Verluste	 und	 Zugewinne	 von	 Genen	 wurden	 anhand	 des	 circular	
binary	segmentation	(CBS)	Algorithmus	berechnet76,77. 
3.2.10 mRNA	qPCR	profiling	







sierenden	 Probe.	 Nach	 Abwaschen	 der	 nicht‐gebundenen	 Nukleinsäuren,	 gibt	 die	 zu	
normalisierende	Fluoreszenzintensität	der	Spots	die	mRNA	Expression	des	spezifischen	
Gens	in	der	Probe	wieder.	
Die	 Bestimmung	 der	 Konzentration	 und	 Qualität	 isolierter	 Gesamt‐RNA	 aus	 Tumoren	
des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modells	 und	 aus	 nicht‐malignen	 Nebennieren	 von	 Wildtyp‐
Tieren	 erfolgte	 anhand	 des	 RNA6000	 Nano	 Assays	 auf	 dem	 Agilent	 2100	 Bioanalyzer	









Isolierte	 miRNAs	 aus	 Tumoren	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modells	 und	 nicht‐malignen	




Menge	 an	 cDNA	wurde	 durchgeführt.	 Amplifizierte	 cDNA	wurde	 1	zu	4	 verdünnt	 und	
mittels	 des	TaqMan®	MicroRNA	Assay	 7900	HT	 (Life	Technologies)	 in	 folgender	 qPCR	
Reaktion	quantifiziert:	
TaqMan®	Assay	 	 	 	 1,5	µl	
	 	 	 TaqMan®	gene	expression	master	mix	 1,75	µl	
	 	 	 cDNA	 	 	 	 	 	 0,02	µl	
	 	 	 DNase‐freies	H2O	 	 	 	 0,23	µl	













































































































































































































































































dern	 dabei	 durch	 ein	 senkrecht	 zum	 SDS‐Gel	 angelegtes	 elektrisches	 Feld	 in	Richtung	
der	 Anode	 auf	 die	 Membran,	 auf	 der	 sie	 aufgrund	 hydrophober	 Wechselwirkungen	
haften	bleiben.	Das	an	den	Proteinen	angelagerte	SDS	wird	ausgewaschen,	wodurch	die	
Proteine	 ihre	 Sekundär‐	 und	 Tertiärstruktur	 wieder	 einnehmen.	 Freie	 unspezifische	






(Biorad)	 vom	 SDS‐Gel	 auf	 die	 Hybond‐™C	 Extra	 Nitrozellulose‐Membran	 (Amersham	




Membran	 (in	 Anodenpuffer	 2)	 und	 das	 SDS‐Gel,	 welches	mit	 Kathodenpuffer	 (25	mM	
Tris,	40	mM	Glycine,	10%	Methanol)	getränkt	war,	aufgestapelt.	Drei	weitere	Filterpa‐












peroxidase	 gekoppelt	 war,	 inkubierte	 in	 TBS‐T0,1	 für	 eine	 Std.	 bei	 Raumtemperatur,	








Aurora	B	kinase	 3094	(Cell	Signaling)	 1:1.000 
AKAP2	 Ab64904	(Abcam)	 1:1.000 
Aktin	 A3853	(Sigma‐Aldrich)	 1:2.000 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































37°C,	 80%	 Luftfeuchtigkeit	 und	 5%	 CO2	 kultiviert.	 Bei	 Erreichen	 etwa	 80%‐iger	 Kon‐
fluenz	wurden	die	Zellen	mit	0,2%	Trypsin/EDTA	 für	2‐3	Min.	abgelöst.	Durch	Zugabe	
von	Kulturmedium	wurde	die	Reaktion	abgestoppt.	Die	Zellen	wurden	mittels	des	TC10™	















96‐well		 12‐well	 35 mm	Glasboden	Kulturschale	(Mattek)	
HEK‐293	 2	·	104	 ‐	 ‐	
IMR‐32	 1,5	·	104	 12	·	104	 18	·	104	
SHEP	 0,5	·	104	 4	·	104	 6	·	104	
SK‐N‐BE	 1	·	104	 8	·	104	 12	·	104	
WACII	 0,5	·	104	 4 · 104 6	·	104	
	
















































































































































































































































































































































































































































punkten	 (24,	 48,	 72,	 96	und	120	Std.)	 nach	 der	 transienten	Transfektion	 von	miRNAs	
und	siRNAs	(s.	3.5.2).	Der	Farbstoff	MTT	wurde	in	PBS	gelöst	(10	mM)	und	20	µl	pro	well	
zu	 den	 Zellen	 gegeben	 (Endkonzentration	 1,7	mM).	 Nach	 einer	 Inkubationszeit	 von	
2	Std.	bei	37°C	wurde	der	Überstand	abgesaugt	und	das	entstandene	Formazan	in	100	µl	
Solubilisierungslösung	 (10%	 SDS,	 0,6%	 Essigsäure	 in	 DMSO)	 gelöst.	 Die	 Messung	 er‐
folgte	 bei	 einer	 Wellenlänge	 von	 570	nm	 (Referenzwellenlänge	 630	nm)	 im	 Epoch	
Spektralphotometer‐System	 (BioTech,	 Bad	 Friedrichshall).	 Alle	 Experimente	 wurden	
mindestens	drei	Mal,	jeweils	in	dreifach‐Bestimmung	durchgeführt.		
3.5.6 Apoptose‐Assay	
Zellen,	 die	 aufgrund	 von	 Apoptose	 sterben,	 geben	 Mono‐	 und	 Oligonukleosome	 ins	
Zytoplasma	ab.	Das	Cell	Death	Detection	ELISAPLUS	Kit	(11774425001	‐	Roche)	verwen‐
det	Antikörper,	 die	 spezifisch	 gegen	DNA	und	Histone	 gerichtet	 sind,	 um	diese	Mono‐	
und	 Oligonukleosome	 zu	 detektieren.	 Die	 Umsetzung	 eines	 spezifischen	 Substrates	
korreliert	mit	der	Fraktion	apoptotischer	Zellen	in	der	Probe.				
Die	Analyse	der	 apoptotischen	Zellen	 erfolgte	nach	Herstellerangaben	 im	96‐well	 For‐
mat	96	Std.	nach	Transfektion	von	miRNAs	oder	siRNAs	(s.	3.5.2).	Die	Messung	erfolgte	








Die	 Analyse	 der	 proliferierenden	 Zellen	 erfolgte	 im	 96‐well	 Format	 96	Std.	 nach	 der	
Transfektion	 von	 miRNAs	 oder	 siRNAs	 (s.	3.5.2).	 Es	 wurde	 nach	 Herstellerangaben	
vorgegangen.	 Die	 Messung	 erfolgte	 anhand	 des	 Epoch	 Spektralphotometer‐Systems	






Der	 Farbstoff	 Propidiumiodid	 interkaliert	 mit	 Nukleinsäuren	 von	 perforierten	 Zellen.	
Bei	 der	 Zellzyklusanalyse	wird	 anhand	 von	Durchflusszytometrie	der	DNA‐Gehalt	 von	










RNase	 A	 (Endkonzentration	 0,25	mg/ml)	 für	 1	Std.	 bei	 37°C	 verdaut.	 Propidiumiodid	
wurde	 in	 einer	 Endkonzentration	 von	 10	µg/ml	 zugegeben.	 Der	 zelluläre	 DNA‐Gehalt	








Die	 Bindung	 von	miR‐137	 an	 die	 3’UTR	 von	KDM1A	 wurde	wie	 folgt	 untersucht:	 Das	
Glühwürmchen‐Luziferase	Reporter	Plasmid	pMir‐Target	(OriGene),	welches	die	3’UTR	
von	 KDM1A	 beinhaltete	 (SC0204616	‐	NM_015013),	 das	 Plasmid	 pRL‐TK	 (E224A	–
	Promega,	 Mannheim),	 das	 als	 Transfektionskontrolle	 Renilla‐Luziferase	 exprimierte,	









































































































































































































































































von	 Johannes	 Köster	 (Genome	 Informatics,	 Institut	 für	 Humane	 Genetik,	 Universität	
Duisburg‐Essen)	 anhand	 eines	 Permutationstests	 durchgeführt.	 Expressionsdaten	 aus	
qPCR‐Analysen	 einzelner	mRNAs	wurden	mit	Biogazelle	qbasePLUS	2.0	 berechnet.	Die	











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die	 Tumore	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mausmodells	 wurden	 mittels	 Ultraschall‐Bildge‐
bung	weiter	untersucht.	Während	die	oberen	Zervikalganglien	aufgrund	ihrer	geringen	
Größe	 in	 heterozygoten	 LSL‐MYCN	 Tieren	 nicht	 genau	 dargestellt	 werden	 konnten	
(Abb.	13a),	 waren	 repräsentative	 Tumore	 die	 aus	 diesen	 Geweben	 entstanden	waren,	
deutlich	als	echoärmere,	raumfordernde	Struktur	in	der	Halsregion	rechts	und	links	der	
Luftröhre	nachweisbar	(Abb.	13b).	Zur	Auffindung	einer	Nebenniere	wurde	zunächst	die	
Lokalisation	 der	 Niere	 anhand	 ihrer	 auffälligen	 Struktur	 aus	 Nierenrinde,	 ‐mark	
und	 ‐becken,	 die	 im	Ultraschall	 deutlich	 erkennbar	waren,	 definiert	 (nicht	 gezeigt).	 In	
Richtung	kranial	konnte	bei	heterozygoten	LSL‐MYCN	Tieren	die	Nebenniere	am	vorde‐
ren	Nierenpol	 dargestellt	werden	 (Abb.	13c).	Die	Nebennierenrinde	war	 als	 echoarme	
Struktur	deutlich	erkennbar,	während	das	 innenliegende	Nebennierenmark	ein	stärke‐
res	 Echo	 aufwies.	 Tumore	 der	 Nebenniere,	 die	 im	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mausmodell	
auftraten,	 konnten	 als	 echoarme	 Strukturen	 am	 oberen	 Nierenpol	 dargestellt	 werden	
(Abb.	13d).	Mittels	der	3D‐Funktion	des	Vevo2100	wurden	die	3‐dimensionalen	Struk‐
turen	 verschiedener	 Gewebe	 rekonstruiert	 (Abb.	13e)	 und	 ihre	 Volumina	 bestimmt.	
Nicht‐maligne	Nebennieren	ausgewachsener	Mäuse	wiesen	ein	mittleres	Volumen	von	
2,18	mm3	(±0,61	mm3)	auf	(Daten	nicht	gezeigt).	Die	Volumina	der	Nebennieren	von	je	
sechs	 LSL‐MYCN	 und	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Tieren	 wurden	 über	 100	Tage	 wöchentlich	
gemessen	und	gegen	das	Alter	der	Tiere	aufgetragen	(Abb.	13f).	Zwischen	den	Volumina	
nicht‐maligner	 Nebennieren	 von	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 und	 LSL‐MYCN	 Mäusen	 konnte	
kein	Unterschied	detektiert	werden.	Zwei	der	doppelt‐transgenen	Mäuse	entwickelten	
innerhalb	 der	 Beobachtungszeit	 Tumore	 an	 einer	 der	 beiden	 Nebennieren,	 anhand	
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Mittels	 Affymetrix	 mRNA	 Arrays	 wurden	 mRNA	 Expressions	 Profile	 von	 drei	 nicht‐
malignen	Nebennieren	und	acht	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Tumoren	erstellt.	
4.1.9.1 Gene	 Set	 Enrichment	 Analyse	 (GSEA)	 von	 Tumoren	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	
Mausmodells		
Eines	 der	 am	 stärksten	 angereicherten	 Gensets	 innerhalb	 der	 in	 Tumoren	 von	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mäusen	 hochregulierten	 Gene,	 das	 anhand	 der	 GSEA	 detektiert	
wurde,	 beinhaltete	Marker	pädiatrischer	Krebserkrankungen89	 (Abb.	21a	 (oben)).	Die‐







waren	 verschiedene	 Gene,	 die	 die	 DNA	 Replikation	 und	 den	 Zellzyklus	 betreffen95‐98,	
statistisch	 signifikant	 hochreguliert	 in	 Tumoren	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modells.	 Ein	
weiteres	Genset,	das	Gene	repräsentierte,	die	während	neuraler	Differenzierung	herun‐












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Geschlecht	 männlich	 37	weiblich	 32	

































Die	 Expression	 beider	miR‐542	 Isoformen	wurde	 gegen	 verschiedene	 bekannte	 prog‐
nostische	Marker	der	Kohorte	aufgetragen	(Abb.	27a).	Sowohl	miR‐542‐5p	als	auch	‐3p	
waren	 in	Tumoren	von	Patienten,	die	 später	einen	Rückfall	 erlitten,	herunterreguliert.	
Weiterhin	konnte	eine	Korrelation	zwischen	niedriger	miR‐542‐5p	und	‐3p	Expression	
und	 hohem	 Stadium	 sowie	 MYCN	 Amplifikation	 gezeigt	 werden.	 Neuroblastome	 mit	
hoher	NTRK1	 Expression	wiesen	erhöhte	Level	beider	miR‐542	 Isoformen	auf.	Mittels	
Kaplan‐Meier	 Analyse	 konnte	 gezeigt	werden,	 dass	 Patienten	mit	 Tumoren	mit	 hoher	
miR‐542‐5p	 bzw.	 ‐3p	 Expression	 eine	 signifikant	 höhere	 Wahrscheinlichkeit	 eines	















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die	 3’UTR	 von	 Survivin	 weist	 eine	 Bindestelle	 für	 miR‐542‐3p	 auf,	 die	 schon	 in	 der	
Adenokarzinomzelllinie	 A549	 und	 der	 Brustkrebszelllinie	 MCF7	 validiert	 wurde69.	 In	
diesem	Teil	der	Arbeit	sollte	die	Regulation	von	Survivin	durch	miR‐542‐3p	in	humanen	
Neuroblastomzellen	 validiert	 werden.	 Dazu	 wurden	 Negativkontroll‐miRNA,	
miR‐542‐5p	 oder	 miR‐542‐3p	 transient	 in	 IMR‐32,	 SHEP,	 SK‐N‐BE	 und	WACII	 Zellen	
exprimiert	und	die	Expression	von	Survivin	96	Std.	nach	Transfektion	untersucht.		
Die	Survivin	mRNA	Expression	von	miR‐542‐5p	bzw.	‐3p	exprimierenden	Zellen	wurde	
relativ	 zu	 Negativkontroll‐miRNA	 exprimierenden	 aufgetragen.	 Die	 Expression	 von	




sen	 wurden	 zum	 einen	 das	 Protein	 Survivin	 und	 zum	 anderen	 der	 Komplexpartner	
AURKB	 detektiert.	 Anhand	 der	 Ladungskontrolle	 Aktin	 konnte	 eine	 ungleichmäßige	
Beladung	der	Gele	ausgeschlossen	werden.	Sowohl	die	Proteinexpression	von	Survivin	
als	 auch	 die	 von	 AURKB	 wurden	 nach	 Expression	 von	 miR‐542‐3p	 im	 Vergleich	 zur	
Negativkontroll‐miRNA	 deutlich	 herunterreguliert,	 während	 dieser	 Effekt	 mit	
miR‐542‐5p	 nicht	 erreicht	 wurde	 (Abb.	34b).	 In	 Immunfluoreszenzfärbungen	 wurde	
DAPI	eingesetzt,	um	die	Zellkerne	nach	Behandlung	mit	der	Negativkontrolle	oder	miR‐
542‐3p	 anzufärben.	 Die	 Konfluenz	 der	 Zellen	 nach	 Transfektion	mit	 miR‐542‐3p	 war	
geringer	als	nach	Behandlung	mit	der	Negativkontroll‐miRNA,	ein	Effekt,	der	 schon	 in	




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Zur	 Untersuchung	 der	 Funktionalität	 der	 Nanopartikel	 in	 vitro	 wurden	 WACII	 Zellen	
ausgewählt,	da	diese	in	den	vorherigen	transienten	Transfektionen	am	stärksten	auf	die	
Expression	 der	 miR‐542‐3p	 reagiert	 hatten.	 Die	 Zellen	 wurden	 mit	 Negativkontroll‐




tivkontroll‐miRNA	 beladenen	 Nanopartikeln	 führte	 im	 Vergleich	 zu	 unbehandelten	




(Abb.	43a).	 Der	 Anteil	 apoptotischer	 Zellen	 wurde	 96	Std.	 nach	 Behandlung	 mit	 den	
verschieden	 beladenen	 Nanopartikeln	 anhand	 des	 ELISA	 Cell	 death	Assay	 untersucht.	
Wie	schon	bei	der	Analyse	der	Zellviabilität	wurde	auch	in	diesem	Assay	ein	tendenziel‐
ler	 Effekt	 der	 mit	 Negativkontroll‐miRNA	 beladenen	 Nanopartikel	 beobachtet,	 der	
jedoch	 nicht	 das	 Signifikanzniveau	 erreichte.	 Dagegen	 reagierten	 die	 Zellen	 bei	 Be‐
handlung	mit	miR‐542‐3p	 beladenen	 Nanopartikeln	mit	 einer	 signifikanten	 Induktion	
von	Apoptose,	sowohl	im	Vergleich	zu	unbehandelten	Zellen	als	auch	zu	mit	Negativkon‐




delten	 Zellen	 (Abb.	43c).	 Die	 Funktionalität	 der	 miR‐542‐3p	 Expression	 nach	
Behandlung	mit	miR‐542‐3p‐beladenen	Nanopartikeln	 in	WACII	 Zellen	wurde	 anhand	
der	Expression	des	Zielproteins	 Survivin	 analysiert.	 Eine	Western	Blot	Analyse	 zeigte,	
dass	 die	Behandlung	mit	miR‐542‐3p‐beladenen	Nanopartikeln	 im	Vergleich	 zu	 unbe‐
handelten	 und	 mit	 Negativkontroll‐miRNA	 behandelten	 Zellen	 zu	 einer	 deutlichen	
Herunterregulation	der	Survivin	Proteinexpression	führte	(Abb.	43d).	Die	Spezifität	der	
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4.3.6 Partielle	 Wiederherstellung	 des	 Phänotyps	 der	 miR‐542‐3p	 Expression	
mittels	Hochregulation	von	KDM1A	ohne	miRNA‐Bindestelle	
Der	 Phänotyp	 von	 Neuroblastomzelllinien	 nach	 der	 Herunterregulation	 von	 KDM1A	
mittels	siRNA	ähnelte	dem	der	Expression	von	miR‐137.	Nun	wurde	untersucht,	ob	der	
miR‐137‐Phänotyp	 aufgrund	 der	 durch	 miR‐137	 Expression	 herunterregulierten	
KDM1A	 Expression	 auftrat.	 KDM1A	 ohne	 miR‐137‐Bindestelle	 (3‘UTR)	 wurde	 mittels	





miR‐137	die	Expression	 von	KDM1A	 in	Abwesenheit	 von	Tetrazyklin.	Bei	Behandlung	
mit	Tetrazyklin	wurde	die	Expression	von	KDM1A	 ohne	3‘UTR	 in	SHEP‐KDM1A	Zellen	
induziert,	die	resistent	gegen	die	Expression	von	miR‐137	war	(Abb.	61a).	Mittels	MTT	
Assay	 wurde	 die	 Zellviabilität	 unter	 den	 gleichen	 Bedingungen	 wie	 im	 Western	 Blot	
analysiert.	Die	Viabilität	der	Zellen	bei	Expression	von	miR‐137	wurde	dazu	relativ	zur	
jeweiligen	 Negativkontroll‐miRNA	 exprimierenden	 Viabilität	 aufgetragen.	 Die	 Expres‐
sion	 von	miR‐137	 reduzierte	 die	 Viabilität	 sowohl	 von	 SHEP‐GFP	 als	 auch	 von	 SHEP‐
KDM1A	Zellen	in	An‐	und	Abwesenheit	von	Tetrazyklin	signifikant.	Innerhalb	der	SHEP‐

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Unterscheidung	 zwischen	 den	 Entitäten	 der	 klein‐,	 blau‐	 und	 rundzelligen	 Tumore	
erfolgt	hauptsächlich	anhand	des	Nachweises	spezifischer	Marker	in	immunozytochemi‐
schen	 und	 genetischen	 Analysen.	 Sind	 diese	 Untersuchungen	 nicht	 eindeutig,	 werden	
elektronenmikroskopische	Aufnahmen	zu	Rate	gezogen.	Als	spezifische	ultrastrukturelle	
Kennzeichen	 des	 Neuroblastoms	 innerhalb	 der	 klein‐,	 blau‐	 und	 rundzelligen	 Tumore	
gelten	 Neuriten,	 neurosekretorische	 Vesikel,	 Synapsen‐ähnliche	 Strukturen	 und	 zwi‐
schenzelluläre	 Anschlüsse1.	 Neurosekretorische	 Vesikel,	 die	 neurale	 Differenzierung	
anzeigen,	waren	auch	in	Tumoren	aus	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	detektierbar.	
	
Tumore	des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells	 exprimierten	 sowohl	 das	Oberflächenantigen	
CD56,	als	auch	die	Neuroblastommarker	Dbh,	Th	und	Phox2b.	Die	Expression	von	CD56	
gilt	 als	 Marker	 für	 neuroendokrine	 Tumore.	 Th	 katalysiert	 die	 Biosynthese	 der	 Kate‐
cholamine	 und	 wird	 vor	 allem	 in	 noradrenergen	 Zellen	 exprimiert125.	 Bei	 der	
Unterscheidung	von	Neuroblastomen	zu	anderen	klein‐,	blau‐	und	rundzelligen	Tumo‐
ren	gilt	die	Expression	von	Th,	die	spezifisch	für	das	Neuroblastom	ist,	als	Merkmal126.	
Phox2b	wird	bei	 der	Entwicklung	 von	 sympathischen,	 parasymphatischen	und	 enteri‐
schen	 Ganglien	 exprimiert,	 die	 sich	 von	 der	 Neuralleiste	 ableiten127.	 Hartomo	 et	al.	




Anhand	 der	 Lokalisation,	 der	 histologischen	 Eigenschaften	 und	 der	 Expression	 von	
spezifischen	Neuroblastommarkern	wurde	die	Hypothese	bestätigt,	 dass	 es	 sich	bei	 in	






5.1.2 Gegenüberstellung	 der	 beiden	 Neuroblastom‐Mausmodelle	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	und	TH‐MYCN	











ist	nicht	bekannt,	 ob	der	 entsprechende	Lokus	ubiquitär	 exprimiert	oder	 epigenetisch	
inaktiviert	 wird,	 was	 zu	 einer	 instabilen	 Expression	 von	 MYCN	 führen	 könnte.	 Das	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modell	 wurde	 mittels	 eines	 Rekombinase‐vermittelten	 Kassetten‐
austausch	in	einen	genau	definierten	Genlokus	generiert,	was	zur	Folge	hatte,	dass	der	
Genlokus,	in	den	das	MYCN	Transgen	integriert	wurde,	genau	bekannt	war.	Der	ROSA26	






grierten	Transgens,	 nicht	 aber	 auf	 die	Unterbrechung	 eines	 endogenen	 Lokus	 zurück‐
zuführen	 ist	 und	 zum	 anderen	 die	Kenntnis,	 dass	 der	 Lokus	 ubiquitär	 exprimiert	 und	
nicht	in	irgendeiner	Weise	reprimiert	wird.	
	
Die	 Vermehrung	 und	Erhaltung	der	 transgenen	Mausstämme	LSL‐MYCN	 und	Dbh‐iCre	
erfolgt	durch	die	Verkreuzung	mit	Wildtyp‐Tieren	oder	mit	Tieren	des	 gleichen	Stam‐
mes.	Da	die	getrennte	Zucht	beider	Stämme	zu	keinem	Phänotyp	führt	ist	diese	unkom‐
plizierter	 als	 die	 des	TH‐MYCN‐Modells,	 das	 im	 129x1/SvJ	 Hintergrund	 potentiell	 Tu‐
more	 entwickelt.	 Die	 Ausbildung	 eines	 tödlichen	 Tumors	 in	 einem	 transgenen	





typ‐Weibchen	 für	 die	 Erhaltungszucht	 benutzt,	 die	 stets	 verfügbar	 sein	 sollten.	 Es	 ist	
unabdingbar	 jedes	 transgene	 TH‐MYCN	 Tier	 nach	 Tumoren	 abzutasten,	 was	 einen	
enormen	Zeitaufwand	mit	sich	bringt.	Weiterhin	besteht	innerhalb	einer	Population	aus	
TH‐MYCN	 Tieren	 ein	 Selektionsvorteil	 für	 die	 Tiere,	 die	 keinen	 Tumor	 entwickeln,	 da	











der	 Expression	 nicht‐identifizierter	 Stamm‐spezifischer	Modifizierer	 unterscheiden134.	
Trotz	 des	 unsensibleren	 Hintergrundes	 zeigte	 die	 Kaplan‐Meier‐Analyse	 der	 beiden	





Bildgebungsverfahren	 detektierbar.	 Diese	 Eigenschaft	 der	 Tumore	 kann	 eingesetzt	
werden,	 um	 Tumorvolumenveränderungen	 im	 Vergleich	 mit	 anderen	 Individuen	 des	
gleichen	 Stammes,	 z.	 B.	 während	 einer	 Behandlungssimulation,	 zu	 untersuchen	 (hier	
nicht	durchgeführt).	Tumore	aus	TH‐MYCN	Mäusen	exprimieren	dahingegen	kein	Repor‐
tergen,	 weshalb	 diese	 Methode	 der	 schnellen	 und	 unkomplizierten	 Bildgebung	 nicht	
anwendbar	ist.	
	








TH‐MYCN	 Mäuse	 nur	 im	 sensitiven	 129x1/SvJ	 Hintergrund	 Tumore	 ausbilden.	 Eine	
Kombination	von	TH‐MYCN	mit	anderen	Mausmodellen	ist	demnach	nur	möglich,	wenn	
diese	weitestgehend	auf	den	129x1/SvJ	Hintergrund	zurückgekreuzt	wurden.	Erfahrun‐
gen	 unserer	 Arbeitsgruppe	 zeigten,	 dass	 mindestens	 fünf	 Rückkreuzungen	 (96,9%	
129x1/SvJ)	 erforderlich	 waren,	 damit	 Mäuse	 im	 gemischten	 genetischen	 Hintergrund	
eine	ähnliche	Tumorinzidenz	erreichten,	wie	 reine	129x1/SvJ	Tiere.	Der	 zeitliche	Auf‐
wand	der	Rückkreuzungen	von	mehreren	Monaten,	der	bei	einer	Kombination	mit	dem	































5.1.3.1 Vergleich	 genomischer	 Aberrationen	 von	 Tumoren	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	
Mäusen	mit	denen	humaner	und	anderer	muriner	Neuroblastome			
Genomische	 Aberrationen	 von	 13	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Tumoren	 wurden	 relativ	 zu	
Gewebe	aus	dem	Schwanz	der	jeweils	gleichen	Maus	detektiert.		
	
Eine	 teilweise	 Zunahme	 des	 Chromosoms	 1	 wurde	 in	 einem	 der	 Tumore	 aus	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	gefunden.	Die	Zunahme	des	humanen	Chromosoms	2q,	das	
ortholog	 zum	murinen	 Chromosom	 1	 ist,	 wird	 für	 12%	 der	 humanen	 Neuroblastome	
beschrieben135.	Teile	der	humanen	Chromosomen	1q,	2q,	5q,	6p,	8q,	13q	und	18q	sind	
ebenfalls	 ortholog	 zu	 Teilen	 des	 murinen	 Chromosom	 1,	 jedoch	 ist	 deren	 Funktion	







Neuroblastommodell,	 das	 von	 der	 Überexpression	 von	mutiertem	ALKF1174L	 getrieben	
wird,	weist	in	100%	der	Fälle	eine	Zunahme	des	Chromosoms	3	auf42.		
	
Das	murine	 Chromosom	6,	 dessen	 Zunahme	 in	 fünf	 Tumoren	 auftrat,	 ist	 teilweise	 or‐
tholog	 zu	den	humanen	Chromosomen	2p,	 3,	 4q,	 7,	 10q	und	12p.	 In	 humanen	Neuro‐
blastomen	 kommt	 eine	 Zunahme	 des	 kompletten	 Chromosoms	 7	 in	 40%	 der	 Tumore	
verschiedener	Stadien	vor,	wobei	eine	Zunahme	von	7q	 in	12%	auftritt	und	mit	hoch‐





humane	 MYCN	 Transgen	 kloniert	 wurde.	 Infolgedessen	 wurde	 untersucht,	 ob	 beide	
Tumore,	 die	 über	 diese	 Aberration	 verfügen,	 im	 Vergleich	 zu	 denen	 ohne	 Aberration	
auch	eine	höhere	Expression	des	Transgens	aufweisen	und	es	konnte	gezeigt	werden,	






Die	 Zunahme	der	 distalen	Hälfte	 des	 Chromosoms	11	 in	 30%	der	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	
Tumore	 ist	 ortholog	 zum	humanen	Chromosomenarm	17q,	 der	 in	50%	aller	humaner	
Neuroblastome	 mehrfach	 vorkommt	 und	 mit	 ungünstigem	 Verlauf	 der	 Erkrankung	
sowie	mit	MYCN	Amplifikation	korreliert42.	Ein	bekanntes,	potentiell	funktionelles	Onko‐
gen	auf	diesem	Lokus	ist	Survivin,	das	in	der	Region	17q25	liegt140,141.	TH‐MYCN	Tumore	





nahme	 von	 7q	 tritt,	 wie	 schon	 erwähnt,	 in	 12%	 humaner	 Neuroblastome	 auf	 ist	 mit	
hohem	Risiko	korreliert139.	
	




blastomzellen	 Apoptose63	 und	 reguliert	 direkt	 die	 Expression	 von	 MYCN64.	 Weitere	
















rationen	 in	 Tumoren	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 und	 TH‐MYCN	 Mäusen	 seltener	 37,42,129.	
Eine	Überexpression	von	Wildtyp	MYCN	benötigt	demnach,	um	einen	Tumor	zu	treiben,	
weniger	 bis	 keine	 weiteren	 spontanen	 Aberrationen	 als	 die	 Überexpression	 der	
ALKF1174L	Mutation.	Heukamp	et	al.	 beschreiben	 in	 einem	von	drei	Tumoren	von	drei‐
fach‐transgenen	 TH‐MYCN;ALKF1174L;Dbh‐iCre	 eine	 Zunahme	 des	 Chromosoms	 3.	 Des	
Weiteren	 werden	 nur	 wenige	 Verluste	 einzelner	 Regionen	 von	 Chromosomen	 detek‐
tiert42.	Demnach	sind	bei	gleichzeitiger	Überexpression	von	Wildtyp	MYCN	und	mutier‐
tem	 ALKF1174L	 weniger	 chromosomale	 Aberrationen	 nötig,	 als	 bei	 den	 beiden	MYCN‐
getriebenen	Modellen.		
	




5.1.3.2 Vergleich	 der	 Genregulationen	 von	 Tumoren	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	
mit	humanen	und	anderen	murinen	Neuroblastomen	auf	mRNA	Ebene	




als	 signifikant	 angereichert	 in	 Tumoren	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modells	 detektiert,	
wodurch	die	Hypothese	bestätigt	wird,	dass	MYCN	im	murinen	System	ähnliche	Signal‐
wege	 reguliert	 wie	 im	 humanen.	 Weitere	 Gensets,	 die	 in	 Tumoren	 von	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	als	signifikant	angereichert	detektiert	wurden,	beinhalteten	
Gene,	 die	 sowohl	 die	 DNA	 Replikation	 als	 auch	 den	 Zellzyklus	 betrafen.	 Dementspre‐
chend	regulierten	diese	Tumore	Gene,	die	für	die	Kennzeichen	von	Tumorzellen,	wie	die	




















sowohl	 in	 Tumoren	 als	 auch	 Zelllinien	 im	 Vergleich	 zu	 verschiedenen	 nicht‐malignen	
Geweben	 	 hoch	 exprimiert.	 Die	 Herunterregulation	 von	 CDK4	 in	 humanen	 Zelllinien	




schen	Cyclinen	 und	 dem	Ablauf	 des	 Zellzyklus	 eine	Rolle153.	 In	Gliomzellen	 führt	 eine	

































Weitere	 Gene,	 die	 im	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modell	 reguliert	 wurden,	 wurden	mit	 einer	




Einzelne	 mRNAs,	 die	 im	 murinen	 System	 anders	 reguliert	 waren,	 als	 im	 humanen	







5.1.3.3 Vergleich	 der	 Genregulationen	 von	 Tumoren	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	
mit	humanen	und	anderen	murinen	Neuroblastomen	auf	miRNA	Ebene		












Clusters	 auf.	 Für	 das	 humane	 Neuroblastom	 ist	 bekannt,	 dass	 dieses	 von	 c‐MYC	 und	
MYCN	 induzierte,	 onkogene	 Cluster,	 Targets	 mit	 Schlüsselrollen	 in	 der	 Kontrolle	 des	
Zellzyklus	 und	 der	 Apoptose	 reguliert159,	 wie	 zum	 Beispiel	 Bim59,	 E2F1159,	 p2159	 und	
TGFβ61.	 Für	 TH‐MYCN	 Tumore	 ist	 die	 Hochregulation	 verschiedener	 miRNAs	 des	
miR‐17‐92	Clusters	ebenfalls	beschrieben160.	
Im	 Vergleich	 zu	 Neuroblastomen	mit	 günstigem	Verlauf,	 überexprimieren	 sowohl	 Tu‐
more	mit	ungünstigem	Verlauf	als	auch	Tumore	mit	MYCN	Amplifikation	das	onkogene	




Die	 miR‐184	 ist	 herunterreguliert	 in	 MYCN‐amplifizierten	 Tumoren	 im	 Vergleich	 zu	
Tumoren	 mit	 nur	 einer	 Kopie	 von	 MYCN112.	 In	 den	 humanen	 Neuroblastomzelllinien	
Kelly	und	SK‐N‐AS	korreliert	eine	ektopische	Expression	von	miR‐184	mit	der	Inhibie‐
rung	 des	 Überlebens	 und	 der	 Herunterregulation	 von	 AKT2,	 einem	 Mitglied	 des	
Phophatidylinositol‐3‐Kinase	 Signalweges,	 das	 eine	 wichtige	 Rolle	 für	 das	 Überleben	
von	verschiedenen	Tumorzellen	spielt.	Eine	Überexpression	von	MYCN	führt	zur	Herun‐
terregulation	 der	 tumorsuppressiven	 miR‐184112,113,161.	 Auch	 Tumore	 des	






tem	Ereignis‐freiem	und	Gesamtüberleben	korreliert.	 	Außerdem	 führt	 die	Expression	
von	miR‐340	 in	 den	humanen	Neuroblastomzelllinien	 SK‐N‐BE,	 SH‐SY5Y	und	Kelly	 zu	
einer	 signifikanten	 Reduktion	 der	 Zellviabilität80,115.	 Tumore	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	
Mäusen	zeigten	ebenfalls	eine	gesteigerte	Expression	von	miR‐340.	
Schulte	 et	 al.	 beschreiben	 eine	 signifikante	 Korrelation	 von	 niedriger	miR‐542‐5p	 Ex‐
pression	 und	 hohem	 Stadium	 in	 primären	 Neuroblastomen.	 Des	 Weiteren	 zeigen	 sie	
eine	Assoziation	von	Patienten,	die	einen	Rückfall	erleiden	oder	eine	MYCN	Amplifika‐
tion	 haben	 und	 niedrigerer	 Expression	 dieser	 miRNA67.	 Sowohl	 miR‐542‐5p	 als	 auch	
miR‐542‐3p	waren	in	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	und	TH‐MYCN	Tumoren	signifikant	herunter‐
reguliert.	
Sowohl	miR‐26a	 und	miR‐26b	 als	 auch	miR‐30a,	miR‐30d	 und	miR‐30e	 und	miR‐328	
waren	 in	 Tumoren	 aus	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Mäusen	 niedriger	 exprimiert	 als	 in	 nicht‐
malignen	Nebennieren.	Eine	Funktion	dieser	miRNAs	in	humanen	oder	TH‐MYCN	Tumo‐
ren	 ist	 zwar	 noch	 nicht	 beschrieben	worden,	 aber	 sowohl	 in	MYCN‐amplifizierten	 hu‐
manen	Neuroblastomen	als	auch	in	murinen	Tumoren	sind	sie	herunterreguliert80,160.	
Weitere	miRNAs,	die	sowohl	 in	humanen	Neuroblastomen	mit	MYCN	Amplifikation	als	
auch	 in	 Tumoren	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Modells	 gleich	 reguliert	 werden,	 sind	
miR‐15b,	 miR‐30c,	 miR‐103,	 miR‐140,	 miR‐148a,	 miR‐326,	 miR‐491,	 miR‐500	 und	
miR‐61580.	 Funktionen	 dieser	 miRNAs	 im	 Neuroblastom	 sind	 bisher	 jedoch	 nicht	 be‐
kannt.	
Sowohl	 miR‐149,	 miR‐214	 und	 miR‐324‐5p	 als	 auch	 miR‐331	 und	 miR‐488	 sind	 in	
Tumoren	des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells	 und	humanen	Neuroblastomen	 verschieden	
reguliert.	Während	 humane	Neuroblastome	mit	 ungünstiger	 Prognose	 eine	 niedrigere	
miR‐149	 und	miR‐324‐5p	 Expression	 aufweisen	 als	 die	 mit	 günstiger	 Prognose110,112,	
exprimieren	Tumore	des	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells	diese	miRNAs	über.	Tumore	mit	
MYCN	 Amplifikation	 bzw.	 ungünstiger	 Prognose	 exprimieren	 miR‐214	 über,	 was	 ver‐
mutlich	auf	die	direkte	Bindung	von	MYCN	an	den	Promotor	der	miRNA	beruht80,	wäh‐
rend	 Tumore	 der	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Maus	 eine	 Herunterregulation	 dieser	 miRNA	
aufweisen.	Humane	Neuroblastome	mit	ungünstigem	Verlauf	exprimieren	im	Vergleich	








miRNA	 lässt	 sich	 zusammenfassen,	 dass	 ein	 großer	 Teil	 der	 im	 Modell	 regulierten	
mRNAs	und	miRNAs	Targets	von	MYC(N)	sind	und	dass	diverse	mRNAs	und	miRNAs	im	









gewonnen	werden,	 auf	das	humane	Neuroblastom	 ist	demnach,	wie	 in	 jedem	anderen	
Mausmodell	 auch,	 nicht	 möglich.	 Jedoch	 kann	 das	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Mausmodell	
genutzt	werden,	um	neue	potentiell	tumormodulierende	mRNAs	und	miRNAs	zu	identi‐
fizieren.	 Ob	 diese	 auch	 bei	 der	 humanen	 Erkrankung	 eine	 Rolle	 spielen,	 muss	 dann	
weiter	analysiert	werden.	
5.1.4 Mögliche	Weiterentwicklungen	 des	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells,	 die	 neue	
Erkenntnisse	für	die	Forschung	am	humanen	Neuroblastom	geben	könnten	
Eine	 interessante	 Fragestellung	 betreffend	 der	 Neuroblastomentwicklung	 des	
LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells,	ist	die	nach	der	Zeitspanne,	in	der	das	Transgen	exprimiert	





nase‐Expression	 unter	 Kontrolle	 des	 Dbh‐Promotors,	 jedoch	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	
inaktive	 Form	 der	 Rekombinase,	 die	 nur	 in	 Anwesenheit	 von	 Tamoxifen	 aktiviert	
wird162.	 Mittels	 einer	 Tamoxifen‐Behandlung	 doppelt‐transgener	 LSL‐MYCN;Dbh‐CT	
Mäuse	während	ihrer	Entwicklung	und	zu	verschiedenen	Zeitpunkten	ihres	Lebens	soll	
die	 Zeitspanne	 detektiert	 werden,	 während	 der	 eine	MYCN	 Überexpression	 die	 Ent‐




Organismus	 könnte	weitere	 Einblicke	 in	 die	 Entstehung	 des	 humanen	Neuroblastoms	
gewähren.	
	










gig	 eine	 shRNA	 gegen	 Lsd1	 (Kdm1a)	 exprimiert,	 die	 Kdm1a	 spezifisch	 herunterregu‐
liert163.	Die	Verpaarung	dieses	Modells	mit	der	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Maus	und	die	Induk‐
tion	 des	 Kdm1a	 Knockdowns	 könnte	 ein	 interessanter	 Ansatz	 zur	 Untersuchung	 der	
Rolle	von	Kdm1a	bei	der	Tumorgenese	des	Neuroblastoms	sein.	Es	wird	vermutet,	dass	
der	Knockdown	von	Kdm1a,	aufgrund	seiner	onkogenen	Funktion35,118,	das	Wachstum	




















mente	 könnten	 vor	 dem	 in	 vivo	 Experiment	 an	 den	 Zellen	 in	 vitro	 getestet	 werden,	
wodurch	Tierexperimente	eingeschränkt	würden.	 Im	Verlauf	dieser	Arbeit	 ist	 es	nicht	
gelungen	eine	Zelllinie	des	LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	Modells	zu	etablieren.	
5.1.5 Die	 Relevanz	 des	 LSL‐MYCN	 Mausmodells	 für	 die	 Genese	 anderer	
Tumorentitäten		
Neben	 der	 Verpaarung	 mit	 der	Dbh‐iCre	 Maus,	 wurden	 LSL‐MYCN	 Tiere	 mit	 Alb‐iCre	
Mäusen	gekreuzt.	Doppelt‐transgene	Nachkommen	entwickelten	im	Alter	von	246‐286	
Tagen	 mit	 einer	 Inzidenz	 von	 86%	 Tumore,	 die	 pathologisch	 als	 Leberzellkarzinome	
beschrieben	wurden	 (Daten	nicht	 gezeigt).	 Somit	 konnte	 gezeigt	werden,	 dass	 die	 Ex‐
pression	 von	humanem	MYCN	 in	 spezifischen	Geweben	die	Entwicklung	 von	weiteren	















































































































































































































































































auch	 die	 Viabilität	 und	 Proliferation	 der	 Zellen	 reduziert.	 Weiterhin	 konnte	 gezeigt	
werden,	dass	die	Expression	dieser	miRNA	einen	Arrest	der	Zellen	 in	der	S‐Phase	des	
Zellzyklus	mit	 sich	 bringt.	Dahingegen	 resultierte	 die	 exogene	Expression	der	5p‐Isof‐
orm	der	miR‐542	nur	bei	einer	der	analysierten	Zelllinien	in	einer	Reduktion	der	Zellvi‐
abilität	und	‐proliferation.	Weder	Apoptose	noch	ein	Arrest	im	Zellzyklus	wurde	in	den	
Zelllinien	 ausgelöst.	 Dieses	 Resultat	 unterstützt	 die	 Publikation	 von	 Bray	 et	al.,	 dass	
miR‐542‐5p	 keinen	 Effekt	 auf	 die	 Proliferation	 der	 Neuroblastomzelllinien	 Kelly,	
NB1691	 und	 SK‐N‐AS	 hat,	 aber	 sowohl	 in	 Kelly	 als	 auch	 in	 SK‐N‐AS	 Zellen	 zu	 einer	
verringerten	 Invasivität	 durch	 eine	Matrigel‐Matrix	 führt68.	 Entgegen	 der	 allgemeinen	
Annahme,	 dass	 die	 5p‐Isoform	 von	miRNAs	 diejenige	 ist,	 die	 den	 biologischen	 Effekt	
ausmacht,	 wurde	 in	 dieser	 Arbeit	 gezeigt,	 dass	 im	 Fall	 der	 miR‐542	 die	 3p‐Form	 als	
tumorsuppressiv	fungiert,	während	die	5p‐Form	keinen	eindeutigen	Effekt	zeigt51,52.	
Yoon	 et	 al.	 publizierten,	 dass	miR‐542‐3p	 das	 vorhergesagte	 Target	 Survivin	 in	 A549	
und	MCF7	 Zellen	 direkt	 herunterreguliert69.	 Im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 konnte	 gezeigt	
werden,	 dass	 in	 primären	 humanen	 Neuroblastomen	 eine	 niedrige	 Expression	 von	
Survivin	zum	einen	mit	einer	gesteigerten	Expression	von	miR‐542‐3p	und	zum	anderen	







Zytokinese,	 die	 auf	 die	 verminderte	Aktivität	 von	AURKB	zurückgeführt	werden175‐177.	
Interessanterweise	wird	bei	der	durch	die	Polo‐like‐Kinase	1‐vermittelten	Phosphoylie‐






ten	HEK‐293	 als	 auch	 in	 SHEP	 Zellen,	 nachgewiesen,	während	 dieser	 Effekt	mit	 einer	
mutierten	Bindestelle	nicht	erreicht	wurde.		





Die	 herausragende	 Bedeutung	 von	 Survivin	 für	 die	 tumorsuppressive	 Funktion	 der	
miR‐542‐3p	 im	 Neuroblastomzelllinien,	 konnte	 anhand	 eines	 Rettungsexperimentes	
bewiesen	werden.	Die	Überexpression	von	Survivin	cDNA	ohne	miR‐542‐3p‐Bindestelle	
rettete	die	Neuroblastomzelllinie	SHEP	größtenteils	vor	dem	Phänotyp	der	miR‐542‐3p	
Expression.	 Daraus	 lässt	 sich	 schließen,	 dass	 es	 einen	 Zusammenhang	 zwischen	 dem	
Phänotyp	 der	miR‐542‐3p	 Expression	 und	 der	 Survivin	 Regulation	 gibt.	 Jedoch	 ist	 es	
möglich,	 dass	die	Regulation	 von	anderen	Zielen	dieser	miRNA	ebenfalls	 eine	 funktio‐
nelle	 Auswirkung	 auf	 den	 Phänotyp	 humaner	 Neuroblastomzellen	 haben	 könnte.	 In	
zusätzlichen	Experimenten,	die	beim	Verfassen	dieser	Arbeit	noch	nicht	abgeschlossen	
waren,	 sollten	 weitere	 von	 miR‐542‐3p	 regulierte	 Targets	 gefunden	 werden.	 Dazu	
werden	 mRNA‐Expressionsprofile	 von	 mit	 Negativkontroll‐miRNA	 oder	 miR‐542‐3p	
transfizierten	Neuroblastomzelllinien	miteinander	verglichen.	Weitere	potentiell	funkti‐
onelle	 Targets	 der	 miRNA,	 die	 dabei	 evtl.	 gefunden	 werden,	 sollen	 dann	 anhand	 von	
weiteren	in	vitro	Studien	validiert	werden.		
Transfektionsreagenzien	werden	 benutzt,	 um	miRNAs	 in	 vitro	 in	 Zellen	 einzubringen.	















mit	Negativkontroll‐miRNA	beladenen	Nanopartikeln	 behandelte	 Zellen	mit	 einer	 ten‐
denziellen,	aber	nicht	signifikanten	Reduktion	von	Zellviabilität	sowie	‐proliferation	und	
mit	 einer	 signifikanten	 Induktion	 von	 Apoptose.	 Demnach	 schienen	 die	 verwendeten	
Calcium‐Phosphat‐Nanopartikel	 allgemein	 einen	 toxischen	 Effekt	 auf	WACII	 Zellen	 zu	
induzieren.	Eine	Toxizität	auf	die	Zellviabilität	 ist	 in	HeLa	Zellen	nicht	bekannt179.	Auf‐






des	Nachweises,	 dass	miR‐542‐3p‐beladene	Nanopartikel	 die	 Survivin	Protein	Expres‐
sion	 in	WACII	 Zellen	 reduzieren,	 wurde	 die	 Spezifität	 der	 mit	 miR‐542‐3p‐beladenen	
Nanopartikel	 bestätigt.	 Weiterhin	 wurden	 Neuroblastom‐Xenografts‐tragende	 Mäuse	
mit	miR‐542‐3p	 beladenen	 Nanopartikeln	 über	 zwei	 Tage	 behandelt.	 Sowohl	 eine	 er‐
höhte	Expression	von	miR‐542‐3p	als	auch	eine	Reduktion	von	Survivin	Protein	konnte	
in	 den	 Tumoren	 aus	 mit	 miR‐542‐3p	 behandelten	 Mäusen	 im	 Vergleich	 zu	 den	 mit	
Negativkontroll‐miRNA	behandelten	validiert	werden,	was	die	Spezifität	der	Nanoparti‐
kel	 auch	 in	vivo	 bestätigte.	Die	 signifikante	Reduktion	von	Proliferation	und	 Induktion	
von	 Apoptose	 in	 diesen	 Tumoren	 wies	 darauf	 hin,	 dass	 der	 miR‐542‐3p‐vermittelte	
Knockdown	von	Survivin	auch	in	vivo	funktionell	war.	Die	Produktion	von	miRNA‐bela‐
denen	Nanopartikeln	ist	bis	zum	heutigen	Zeitpunkt	noch	ineffektiv,	weshalb	eine	Lang‐





beschreiben	 Medikamente,	 die	 die	 Expression	 von	 Survivin	 in	 Neuroblastomzellen	
reduzieren.	 Demnach	 ist	 die	 proapoptotische	 Antwort	 der	 Neuroblastomzelllinien	
SK‐SY5Y	 und	 LA1‐5S	 auf	 Noscapine	 vermittelt	 durch	 die	 Unterdrückung	 der	 Survivin	
Protein	 Expression184.	 Interessanterweise	 potenziert	 ein	 Survivin	 Knockdown	 in	 SK‐





Wirkung	 in	 verschiedenen	 neuroektrodermalen	 Tumoren	 nachgewiesen	 wurde186.	 Da	
ein	 direkter	 Knockdown	 von	 Survivin	 in	 vivo	 nicht	 ausführbar	 ist,	 könnte	 hier	 eine	
Kombination	 aus	 miR‐542‐3p‐beladenen	 Nanopartikeln	 und	 Epigallocatechingallat	
getestet	werden.	YM155,	ein	nieder‐molekulares	Präparat	zur	Repression	von	Survivin,	
wurde	2007	von	Nakahara	et	al.	beschrieben.	Die	Substanz	supprimiert	die	Expression	
von	 Survivin,	 induziert	 Apoptose	 von	 Prostatakarzinomzelllinien	 PC‐3	 und	 PPC‐1	 in	
vitro	und	 induziert	Tumor‐Regression	von	Xenografts	aus	PC‐3	Zellen187.	Lamers	et	al.	
untersuchten	 die	 Effizienz	 von	 YM155	 in	 23	 Neuroblastomzelllinien,	 die	 auf	 einen	
shRNA‐vermittelten	Knockdown	von	Survivin	mit	massiver	Apoptose	 reagierten.	Neun	
Zelllinien	wiesen	 eine	Resistenz	 gegen	YM155	 auf,	 die	mit	 hoher	 Expression	 des	Mul‐
tidrug‐Resistance	Protein	1	(MDR1)	korrelierte74.	Unter	den	resistenten	Zelllinien	befin‐
det	 sich	 unter	 anderen	 SK‐N‐BE,	 die	 wie	 in	 dieser	 Arbeit	 gezeigt	 wurde,	 auf	 die	




Sobald	 die	 Effizienz	 der	 Nanopartikelherstellung	 erweitert	 und	 damit	 effektiver	 ist,	



















hochreguliert.	 Auf	 Basis	 dieser	 Erkenntnis	 wurde	 KDM1A	 als	 potentielles	 Ziel	 einer	
Neuroblastomtherapie	 gehandelt.	 In	 verschiedenen	 Tumorentitäten	 wie	 Brustkrebs33,	
kleinzelligem	 Lungenkarzinom,	 Kolorektal‐,	 Blasen‐	 und	 Prostatakrebs188	 ist	 KDM1A	
überexprimiert.	 Auch	 im	 humanen	Neuroblastom	 ist	 eine	 erhöhte	 Expression	 im	Ver‐
gleich	 von	 undifferenzierten	 zu	 differenzierten	 Tumoren	 bekannt35.	 Weiterhin	 ist	
KDM1A	innerhalb	der	neuroblastischen	Tumore	im	Neuroblastom	höher	exprimiert	als	
im	gutartigen	Glanglioneuroblastom189.	Die	Effektivität	verschiedener	nieder‐molekula‐







tumorsuppressive	 Funktion,	 die	 eine	 Bindestelle	 in	 der	 3’UTR	 von	 humanem	 KDM1A	
aufweist,	 war	 miR‐137.	 In	 murinen	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre	 Tumoren	 war	 diese	 miRNA	
hochreguliert,	 was	 die	 These	 einer	 tumorsuppressiven	miRNA	 nicht	 unterstützte.	 Am	




Eine	 niedrige	 Expression	 von	miR‐137	 ging	 sowohl	mit	 ungünstigem	Verlauf	 als	 auch	
mit	 niedrigerem	Überleben	 von	Neuroblastompatienten	 einher.	 In	vitro	 reduzierte	 die	
exogene	Expression	 der	miRNA	 sowohl	 Zellviabilität	 und	 ‐proliferation	 als	 auch	 indu‐

















tionelles	 Target	 der	 miR‐137	 gefunden.	 Dieses	 Protein,	 welches	 vier	 Bindestellen	 für	
miR‐137	 aufweist,	 separiert	 die	 Prognose	 von	 Neuroblastompatienten	 anhand	 seiner	
Expression	 in	 den	 Tumoren,	was	 eine	 onkogene	 Funktion	 vermutet	 lässt.	 Der	 Knock‐












ration	und	 induziert	 neuronale	Differenzierung191.	Die	Expression	 von	miR‐137	 ist	 im	
Glioblastom	signifikant	niedriger	als	im	Gehirn	und	in	neuralen	Stammzellen.	Weiterhin	
unterstützt	eine	Überexpression	der	miRNA	neuronale	Differenzierung	 in	Glioblastom‐
zellen.	 In	 diesen	 Zellen	 wird	 ein	 weiteres	 Zielgen	 der	 miR‐137,	 nämlich	 RTVP‐1,	 be‐
schrieben,	 das	 direkt	 von	 miR‐137	 gebunden	 wird	 und	 dessen	 Herunterregulation	
tumorsuppressive	Wirkung	hat192.	Li	et	al.	demonstrierten,	dass	die	Expression	von	miR‐
137	das	Zellwachstum	sowie	die	Invasion	der	Glioblastomzellen	U87	und	U373	inhibiert	












ven	 Funktion	 von	miR‐137	 in	 verschiedenen	 Tumorentitäten,	 die	 in	 dieser	 Arbeit	 an‐
hand	des	Neuroblastoms	gezeigt	wurde.	Die	beschriebenen	Targets	der	miRNA	könnten	













Dbh‐iCre	 Mäusen	 wurde	 die	 Expression	 des	MYCN	 Transgens	 auf	 Dopamin‐‐Hydro‐
xylase	exprimierende	Zellen	beschränkt,	was	zur	Entwicklung	von	Tumoren	der	Neben‐
nieren,	 der	 oberen	 Zervikalganglien	 und	 des	 Ganglion	 coeliacum	 führte.	 Die	 Tumore	
wiesen	sowohl	die	für	das	Neuroblastom	spezifischen	kleinen,	blauen	und	runden	Zellen	
als	auch	neurosekretorische	Vesikel	auf.	Weiterhin	konnte	eine	signifikante	Überexpres‐
sion	 von	 humanem	 MYCN	 und	 spezifischer	 Neuroblastommarker	 detektiert	 werden.	
Genomische	 Aberrationen	 sowie	 mRNA	 und	 mikroRNA	 (miRNA)	 Expressions‐Profile	
entsprachen	denen	humaner	Neuroblastome.	
MiRNAs	 sind	 kurze,	 nicht‐kodierende	 RNA	 Moleküle,	 die	 durch	 Bindung	 an	 mRNAs	
deren	Stabilität	und	Translation	regulieren.	Die	Bedeutung	von	miRNAs	in	der	Tumorbi‐












miRNA‐vermittelten	 Regulation	wurde	 durch	 ektope	 Expression	 des	 Zielgens	mit	mu‐
tierter	 miRNA‐Bindestelle	 nachgewiesen.	 Eine	 Therapiesimulation	 in	 Neuroblastom‐










dieses	 Modells	 durch	 Kombination	 mit	 anderen	 Mausmodellen,	 die	 potentiell	 Neuro‐
blastom‐relevante	 Gene	 regulieren,	 könnte	 im	 Zusammenspiel	 mit	 neuen	 Behand‐
lungsstrategien	 Einblicke	 in	 die	 Wirksamkeit	 von	 künftigen	 Neuroblastomtherapien	













but	 also	 from	 superior	 cervical	 ganglia	 and	 ganglion	 coeliacum.	 LSL‐MYCN;Dbh‐iCre‐









miRNAs	 in	 established	 neuroblastoma	 cell	 lines	 reduced	 viability	 and	 proliferation,	
increased	 apoptosis	 and	 induced	 cell	 cycle	 arrest.	 Furthermore,	 direct	 interaction	 be‐
tween	the	predicted	targets	survivin	(miR‐542‐3p)	and	KDM1A	(miR‐137)	was	validated	
by	 luciferase	 reporter	 assays	 and	 regulation	 was	 demonstrated	 on	 mRNA	 as	 well	 as	
protein	 level.	 Ectopic	 expression	 of	 miR‐542‐3p	 or	 miR‐137	 phenocopied	 the	 knock‐
down	 of	 respective	 targets.	 In	 addition,	 we	were	 able	 to	 validate	 a	 direct	 interaction	
between	 miRNAs	 and	 their	 targets	 by	 performing	 rescue	 experiments.	 Treatment	 of	
mice	bearing	neuroblastoma	xenografts	with	miR‐542‐3p‐loaded	nanoparticles	resulted	
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°C	 	 	 Grad	Celsius	
aCGH	 	 	 Array‐comparative	genomic	hybridization	
AURKB	 	 Aurora	B	Kinase	
BIRC5	 	 	 Baculoviral	IAP	repeat‐containing	5	
bp	 	 	 Basenpaar	
BrdU	 	 	 5‐bromo‐2‘‐Deoxyuridin	
CAG	 	 	 Hühner‐Aktin‐Promotor	
cDNA	 	 	 komplementäre	DNA	
CDK4	 	 	 Cyclin‐abhängige	Kinase	4	
CPC	 	 	 Chromosomal	Passenger	Komplex	
Ct‐Wert	 	 Schwellenwert‐Zyklus	
Dbh	 	 	 Dopamin	beta‐Hydroxylase	
DGCR8	 	 DiGeorge	syndrome	critical	region	gene	8	
DKFZ	 	 	 Deutsches	Krebsforschungszentrum	
DMSO	 	 	 Dimethylsulfoxid	
DMSZ	 	 	 Deutsche	Sammlung	von	Mikroorganismen	und	Zellkulturen	GmbH	
DNA	 	 	 Desoxyribonukleinsäure	
dNTP	 	 	 Desoxyribonukleosidtriphosphat	
EDTA	 	 	 Ethylendiamintetraessigsäure	
ES	 	 	 Enrichment	Score	
ES‐Zellen	 	 embryonale	Stammzellen	
et	al.	 	 	 und	andere	
FCS	 	 	 fetal	calf	serum	(fetales	Kälberserum)	
FDR	 	 	 falsch‐positiv	Rate	
Fluc	 	 	 Luziferase	Gen	




GFP	 	 	 Grün	fluoreszierendes	Protein	
GOI	 	 	 geneof	interest	
GSEA	 	 	 Gene	Set	Enrichment	Analyse	
H&E	 	 	 Hematoxylin	&	Eosin	
HCl	 	 	 Chlorwasserstoff	
INSS	 	 	 International	Neuroblastoma	Staging	System	
IRES	 	 	 interne	ribosomale	Eintrittsstelle	
i.v.	 	 	 intravenös	
kb	 	 	 kiloBasen	
KDM1A	 	 Lysin‐spezifische	Demethylase	1	
LB‐Medium	 	 lysogeny	broth	





LSL	 	 	 loxP‐flankierte	Polyadenyl‐Stoppsequenz	
miRNA	 	 microRNA	
MPL	 	 	 Molecular	Proteomics	Laboratory	
MSigDB	 	 Molecular	Signatures	Datenbank	
MTT	 	 	 3‐(4,5‐Dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐Diphenyl‐tetrazoliumbromid	
MYCN	 v‐myc	 myelocytomatosis	 viral	 related	 oncogen	 ,neuroblastoma	
derived	
NEFL	 	 	 Neurofilament	
NES	 	 	 normalisierter	Enrichment	Score	
NTRK1	 	 neurotrophe	Rezeptor‐Tyrosinkinase	1	
OD	 	 	 optische	Dichte	
PBS	 	 	 Phosphatgepufferte	Salzlösung	
PCR	 	 	 Polymerasekettenreaktion	
PEI	 	 	 Poly‐Ethylenimin	
pri‐miRNA	 	 primäre	microRNA	
pre‐miRNA	 	 Vorläufer‐microRNA	
qPCR	 	 	 quantitative	Polymerasekettenreaktion	
RCME	 	 	 Rekombinase‐vermittelte	Kassettenaustauschstelle	
RIPA	 	 	 Radioimmunoprecipitation	assay	buffer	
RISC	 	 	 RNA‐induzierter	silencing	Komplex	
RNA	 	 	 Ribonukleinsäure	
S‐Phase	 	 Synthese	Phase	des	Zellzyklus	
SDS‐PAGE	 	 Natriumdodecylsulfat‐Polyacrylamidgelelektrophorese	
siRNA	 	 	 silencer	RNA	
SRM	 	 	 Spermidin	Synthase	
TBS	 	 	 Trisgepufferte	Salzlösung	
TFPI2	 	 	 tissue	factor	pathway	inhibitor	2	
TH	 	 	 Tyronsin	Hydroxylase	
Tris	 	 	 Tris(hydroxymethyl)‐aminomethan	
U	 	 	 unit	
UBE2C	 	 Ubiquitin‐konjugierende	Enzym	E2C	
UTR	 	 	 untranslatierte	Region	
UV	 	 	 ultraviolett	












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































d	 und	 f	 d
	 nat.,	 dass
nheit	 durc
orden	 ist,	
																					
ionsordnu
itsgebiet,	d
odells	 un
	 Lehre	 ve
r.	med.	Joh
er	 Promot
ass	 ich	 d
s	der	ange
enen	Stelle
																Kr
er	 Promot
	 ich	 keine
hgeführt	 h
und	 dass	
																Kr
ng	der	Mat
em	das	Th
d	 Analyse	
rtrete	 und
annes	Schu
ionsordnu
ie	 vorliege
gebenen	H
n	als	solch
istina	Alth
ionsordnu
anderen	 P
abe,	 dass	
ich	 die	 D
istina	Alth
h.‐Nat.	Fak
ema	„Etab
tumorsupp
	 den	 Antr
lte	
ng	 der	 Ma
nde	 Diss
ilfsmittel	
e	gekennz
off	
ng	 der	 Ma
romotion
diese	 Arb
issertation
off	
Anhang	
142	
ultäten	
lierung	
ressiver	
ag	 von	
th.‐Nat.	
ertation	
bedient	
eichnet	
th.‐Nat.	
en	 bzw.	
eit	 von	
	 nur	 in	
